A WUS Binding protein interacts with WUSCHEL protein and maintains the shoot apical meristem in Arabidopsis by 豆津
学校编码：10384 分类号 密级
学号：21620131152492 UDC
硕士学位论文
与WUSCHEL蛋白相互作用的WBP蛋白
参与拟南芥茎尖干细胞的维持
AWUS Binding protein interacts withWUSCHELprotein
and maintains the shoot apical meristem inArabidopsis
豆 津
指导教师姓名：黄涛教授
专业 名称： 微生物学
论文提交日期：2016 年 04 月
论文答辩时间：2016 年 05 月
学位授予日期：2016 年 06 月
答辩委员会主席： 陶懿 教授
评 阅 人：
2016 年 05 月
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学学位论文原创性声明
本人呈交的学位论文是本人在导师指导下,独立完成的研究成果。本人在论
文写作中参考其他个人或集体已经发表的研究成果，均在文中以适当方式明确标
明，并符合法律规范和《厦门大学研究生学术活动规范（试行）》。
另外，该学位论文为（ ）课题（组）的研究成果，获得（ ）课
题（组）经费或实验室的资助，在（ ）实验室完成。（请在以上括号内填
写课题或课题组负责人或实验室名称，未有此项声明内容的，可以不作特别声
明。）
声明人（签名）：
年 月 日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
厦门大学学位论文著作权使用声明
本人同意厦门大学根据《中华人民共和国学位条例暂行实施办法》等规定保
留和使用此学位论文，并向主管部门或其指定机构送交学位论文（包括纸质版和
电子版），允许学位论文进入厦门大学图书馆及其数据库被查阅、借阅。本人同
意厦门大学将学位论文加入全国博士、硕士学位论文共建单位数据库进行检索，
将学位论文的标题和摘要汇编出版，采用影印、缩印或者其它方式合理复制学位
论文。
本学位论文属于：
（）1.经厦门大学保密委员会审查核定的保密学位论文，于年月日解密，解
密后适用上述授权。
（）2.不保密，适用上述授权。
（请在以上相应括号内打“√”或填上相应内容。保密学位论文应是已经厦门
大学保密委员会审定过的学位论文，未经厦门大学保密委员会审定的学位论文均
为公开学位论文。此声明栏不填写的，默认为公开学位论文，均适用上述授权。）
声明人（签名）：
年 月 日
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
目 录
摘要..........................................................................................................I
Abstract................................................................................................. II
第一章 前言........................................................................................... 1
1植物茎尖分生组织...................................................................................................1
1.1 植物茎尖分生组织的形成...........................................................................1
1.2 植物茎尖分生组织的结构...........................................................................2
1.3 拟南芥茎尖分生组织维持的分子调控机理.............................................3
2 WBP蛋白..................................................................................................................6
3 AT1G62970基因......................................................................................................9
4 立题依据.................................................................................................................10
第二章材料与方法................................................................................12
1实验材料..................................................................................................................12
1.1拟南芥........................................................................................................... 12
1.2菌株................................................................................................................12
1.3质粒................................................................................................................12
1.4主要试剂与试剂盒...................................................................................... 12
1.5常用培养基和溶液...................................................................................... 13
1.6 引物.............................................................................................................. 16
1.7主要仪器.......................................................................................................18
2实验方法..................................................................................................................18
2.1拟南芥相关实验操作..................................................................................19
2.2 分子生物学实验操作.................................................................................20
2.3 GUS染色及石蜡切片.................................................................................28
2.4酵母双杂交相关实验技术......................................................................... 30
2.5 双分子荧光互补......................................................................................... 32
2.6蛋白相关实验操作...................................................................................... 34
第三章 结果与分析..............................................................................37
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
1 WBP蛋白与WUS蛋白在酵母中的相互作用.................................................37
2 WBP蛋白与WUS蛋白在植物细胞中的相互作用.........................................38
3 WBP蛋白亚细胞定位.......................................................................................... 41
4WBP基因 RNA干扰后对拟南芥生长发育的影响......................................... 42
5WBP对WUSCHEL的调控.................................................................................43
第四章 讨论与展望..............................................................................48
1 WBP蛋白能够与WUS蛋白相互作用..............................................................48
2WBP对茎尖分生组织动态平衡的影响............................................................. 48
3WBP在翻译水平调控WUSCHEL..................................................................... 49
4 展望.........................................................................................................................49
参考文献............................................................................................... 50
致谢....................................................................................................... 50
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
Contents
Abstract (Chinese).................................................................................. I
Abstract(English).................................................................................. II
Chapter 1 Introduction.......................................................................... 1
1 Shoot apical meristem.............................................................................................1
1.1 The formation of shoot apical meristem................................................... 1
1.2 Organization of shoot apical meristem..................................................... 2
1.3 The maintenance of shoot apical meristem in Arabidopsis....................3
2 WBP protein.............................................................................................................6
3 AT1G62970 gene...................................................................................................... 9
4 Foundation of this research.................................................................................10
Chapter 2 Materials and methods....................................................... 12
1 Materials................................................................................................................. 12
1.1 Arabidopsis.................................................................................................. 12
1.2 Srain.............................................................................................................. 12
1.3 Plasmid vectors............................................................................................12
1.4 Main reagentsm and Kits.......................................................................... 12
1.5 The medium and solution..........................................................................13
1.6 The primer................................................................................................... 16
1.7 Main instruments........................................................................................18
2 Methods...................................................................................................................18
2.1 The related experiments and operations for Arabidopsis.................... 19
2.2 The molecular biology experiments.........................................................20
2.3 GUS staining and paraffin sections preparation .................................28
2.4 The Yeast Two-Hybrid assay.....................................................................30
2.5 The bimolecular fluorescence complementation assay........................ 32
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
2.6 Experiments for protein............................................................................ 34
Chapter 3 Results and analysis............................................................37
1 The interaction between WBP protein and WUS protein in yeast............... 37
2 The interaction between WBP protein and WUS protein in vivo.................38
3 The subcellular localization of WBP protein....................................................41
4 The phenotype after afterWBP RNA interference..........................................42
5WBP regulates WUSCHEL.................................................................................. 43
Chapter 4 Discussion and Outlook...................................................... 48
1 WBP protein can interact with WUS protein...................................................48
2 The effects ofWBP in the maintenance of shoot apical meristem ..............48
3WBP regulates WUSCHEL expression at translational level.........................49
4 Outlook....................................................................................................................49
References.............................................................................................50
Acknowledgement................................................................................ 50
厦
门
大
学
博
硕
士
论
文
摘
要
库
摘要
I
摘要
高等植物的地上部分主要来源于茎尖分生组织的干细胞区，拟南芥茎端分生
组织的组织中心区表达的 WUS（WUSCHEL)蛋白决定其上面临近的中央区域细
胞为干细胞，并能够抑制干细胞的分化和维持干细胞的数量。WUS-CLV反馈调
节环对于维持干细胞的动态平衡起着重要的作用。拟南芥中能够影响WUS 表达
的蛋白，也将影响WUS 蛋白对干细胞动态平衡的调控过程。
本文通过酵母双杂交实验，以WUS 蛋白作诱饵蛋白，从拟南芥 cDNA 文库
找到可以与其相互作用的 AT1G62970基因编码的WBP 蛋白。通过酵母双杂交回
复验证实验和双分子荧光互补实验，证明 WUS 蛋白和 WBP 蛋白在酵母和植物
细胞内存在着相互作用。我们的研究表明 WBP 蛋白定位于细胞核中，WBP 蛋白
表达水平降低后，会导致WUS基因转录水平的上调和蛋白表达水平的下调，CLV3
基因转录水平和表达水平都发生下调。推测 WBP 蛋白可能是与 WUS 蛋白相互
作用后来调控WUS 蛋白的翻译和 WUS蛋白的活性，进而抑制 CLV3基因表达，
CLV3对WUS 抑制作用的减弱又导致WUS 转录水平的进一步增强。
本研究结果有助于进一步完善WUS维持茎尖干细胞动态平衡的信号调控网
络。
关键词：WUS 蛋白；WBP蛋白；干细胞
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II
Abstract
The aerial parts of higher plants are mainly derived from stem cells of the shoot
apical meristem.In Arabidopsis,WUS (WUSCHEL) protein is expressed in the
organizing center(OC) of shoot apical meristem,which presumably acts as a
homeodomain transcription factor,makes the cells of central zone(CZ) with stem cell
identity,specifies them aspluripotent stem cells and maintains the population of the
stem cells within central zone(CZ).The regulatory loop between the WUSCHEL and
CLAVATA genes plays an important role in maintaining the homeostasis of stem
cells.The protein which can affect the expression of WUS,will also affect the dynamic
homeostasis of stem cells.
In this work,by Yeast two-hybrid assay, we found the WBP protein encoded by
AT1G62970 locus can interact with WUS protein.To confirm the results of the yeast
two-hybrid screen,we further confirmed the interaction between WUS and the WBP
protein encoded by AT1G62970 using the Yeast two-hybrid assay and bimolecular
fluorescence complementation (BiFC assays).Our results showed that this WBP
protein is localized in the nucleus.After downregulation of the expression level of this
WBP protein,the transcription level of WUS mRNA was up-regulated and the
expression level of WUS protein was down-regulated.Consistently,the expression
level of CLV3 gene was down-regulated.We suggested that WUS protein might act
together with this WBP protein to regulate the translation of WUS,which further
decreases the expression of CLV3 gene.Because the expression of WUS mRNA was
released from the feedback inhibition loop imposed by CLV3,the transcription level of
WUS was further increased.
The result of this study can further improve the signal network by WUS in the
maintainance of the stem cell homeostasis.
Keywords:WUS protein；WBP protein ；stem cell
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第一章 前言
1植物茎尖分生组织
1.1 植物茎尖分生组织的形成
高等植物器官的形成依赖于顶端分生组织，地上部分主要来源于茎尖分生组
织 [1]。茎尖分生组织(shoot apical meristem,SAM)和根尖分生组织（root apical
meristem，RAM）在胚胎发育期得以建立，是植物胚后发育的基础[2]。精细胞和
卵细胞融合后形成合子，这开启了高等植物的个体发育过程，接下来会进入胚胎
发生阶段[1]。高等植物的胚胎发育过程包括形态发生阶段和种子后熟阶段，在形
态发生阶段会经历细胞分裂过程和细胞分化过程，并产生组织和器官的原基，茎
尖分生组织和根尖分生组织也会在这一阶段形成[1]。合子经第一次不对称分裂形
成一个较大的基细胞和一个较小的顶细胞，基细胞主要形成胚柄，顶细胞主要参
与胚胎的形成，茎尖分生组织和根尖分生组织就是起源于这种不对称分裂[4, 5]。
拟南芥胚胎发育的早期，合子经过有规律的细胞分裂和分化过程形成胚体。顶细
胞首先进行两次纵向分裂，产生四分体胚，然后每个细胞各进行一次横向分裂，
形成八分体胚。八细胞原胚平周分裂，形成 8个内层细胞和外层的 8个原表皮细
胞，之后原表皮细胞进行垂周分裂，形成表皮层，内层细胞进行平周分裂和垂周
分裂，形成维管组织和内部的皮层细胞等，这一时期为球形胚时期[4]。接着，胚
体顶部细胞有的会进行分化形成子叶突起，也即心形胚时期。进一步发育，子叶
原基发育产生幼小子叶，子叶和主轴的伸长形成鱼雷胚，此时子叶间心形胚形成
时期未分化的细胞恢复分裂，且细胞分裂的频率加快，形成顶端分生组织，如图
1.1[4-6]。WUSCHEL基因作为茎尖分生组织维持的重要基因，在 16细胞原胚期能
够检测到其表达信号[2]，说明茎尖分生组织的干细胞在胚胎发育早期就开始形
成，后经心形胚时期和鱼雷胚时期，形成最初的茎尖分生组织[7, 8]。厦
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图 1.1 拟南芥的胚胎发育过程
Fig.1.1 Embryo development of Arabidopsis[4]
1.2 植物茎尖分生组织的结构
茎尖分生组织通常是指最小的叶原基上方的茎端区域，是一个半球状穹型结
构[1]，茎尖分生组织主要作用是产生叶片、形成干细胞、维持组织的大小和形状
[9]。从细胞形态上，茎尖分生组织可分为中央区域(central zone， CZ)、外周区
(peripheral zone， PZ)和带状区[1, 3,9](rib zone， RZ)，如图 1.2。其中，CZ 区位
于分生组织顶端，这里的细胞以缓慢的分裂活动来维持分生组织自身，同时也为
PZ区和 RZ 区提供细胞。PZ区位于中心区周边，细胞分裂相对较快，分化为不
同的器官原基 ，PZ区细胞的数量是通过 CZ区不断补充的[9, 10]。RZ 区在中心区
下方，细胞分裂较快。PZ 区和 RZ 区持续的细胞分裂活动使得茎尖分生组织不
断上移，植物不断长高[9]。根据克隆特性，不同种的植物，茎尖分生组织从外向
里又可分为多层，拟南芥中，可分为表皮层 L1、表皮下层 L2、内部的 L3 ，如
图 1.2，它们对茎尖有着不同的贡献[11, 12]。 其中，L1 层细胞通过垂周分裂形成
表皮层， L2 层细胞在分生组织通过垂周分裂，在叶原基处通过垂周分裂和平周
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分裂，产生叶肉细胞 ，L3 层细胞经垂周分裂和平周分裂发育为干细胞中心和
维管组织[11-13]。茎尖分生组织 CZ区下面的两层细胞具有多能干细胞特性，这两
层细胞作为干细胞组织中心(organizing center， OC)，其子细胞移到 PZ 区形成
器官原基[14, 15]。干细胞组织中心通过调控细胞分裂和器官发生两者间的平衡来维
持分生组织的完整性[16]。
图 1.2拟南芥茎尖分生组织结构模式图
蓝色表示中央区域(center zone， CZ)，粉红色表示组织中心区域(OC)，淡绿色表示外围区域(PZ)， RZ
表示带状区， 植物茎尖来源于茎尖分生组织的三层细胞 L1、L2、L3[3]。
Fig.1.2 Organization of Arabidopsis shoot meristems[3]
Blue,Center Zone(CZ);pink,Organizing Center(OC);pea green,Peripheral Zone(PZ).The tissues of plant shoot are
derived from three germ layers of the shoot meristem,L1-L3[3].
1.3 拟南芥茎尖分生组织维持的分子调控机理
1.3.1 WUS-CLV反馈调节环
近年来，随着研究的深入，多个与茎尖分生组织维持有关的基因陆续被鉴定
出来，主要有WUS(WUSCHEL)、CLV(CLAVATA)、STM(SHOOT MERISTEMLESS)
等。与之相关的WUS-CLV信号通路对茎尖分生组织的维持起着核心的调控作
用。
WUSCHEL基因编码一个定位于细胞核的同源异型蛋白，在茎尖分生组织和
花分生组织的干细胞的下方表达[1, 15]，属于 WUSCHEL-related homeobox(WOX)
基因家族[17]。WUS蛋白作为一种转录因子，十六细胞胚胎期开始表达，后逐步
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下移至茎尖分生组织的组织中心表达，并决定其上方的细胞为多能干细胞[2, 18]。
wus突变体中，CZ区细胞提前出现一定程度的分化，说明 WUS 能够诱导干细胞
的产生，并维持茎尖干细胞，抑制其分化[2, 15]。
与WUS 基因维持茎尖干细胞，抑制其分化的功能相反，CLAVATA (CLV1，
CLV2和 CLV3) 基因具有促进茎尖干细胞分化和器官形成的功能[2, 14]。CLV基因
中的任何一个基因突变都会抑制器官的形成，导致干细胞的增多而使得茎尖分生
组织和花分生组织的扩大[19-21]。wus突变体中，茎尖分生组织终止，wus和 clv
的双突变体中，茎尖分生组织和 wus 突变体在结构上类似，clv的单突变体中茎
尖分生组织扩大。CLVproWUS 转基因植株的茎尖分生组织膨大，类似于 clv的表
型，CLV3表达区域扩大，说明 WUS 足够激活 CLV3 的表达，这些都表明WUS
是 CLV3 的上游基因[2, 14, 19, 20]。CLV1基因编码一个胞外区域富含亮氨酸（LRRS）
的受体蛋白激酶，在茎尖分生组织WUS 的表达区域之上，L3 层下面区域表达，
但在 L1 层不表达[22-24]。CLV2 基因编码一个胞外域富含亮氨酸（LRRS），胞内
肽链较短的受体蛋白，是 CLV1 受体蛋白激酶积累所必需的[25]。CLV3基因编码
一个分子量较小的分泌型蛋白，在茎尖分生组织和花分生组织的 L1 层和 L2 层
细胞表达，是植物干细胞的标志基因[26]。CLV基因和 WUS 基因对茎尖分生组织
的调控机制主要是通过一个反馈调节环来调控的，如图 1.3。WUS 的表达起始干
细胞标志基因 CLV3 的表达，来自WUS 蛋白的信号能够维持组织中心上方干细
胞的特性。从 CZ 区的干细胞分泌的 CLV3多肽链与 CLV1-CLV2受体蛋白复合
物结合，通过胞间连丝运输到胞内，从而抑制WUS 基因的表达，维持组织中心
的大小[14, 25]。通过这一反馈调节环，调控细胞分裂和器官形成，使得干细胞处于
动态平衡中。
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图 1.3 WUS-CLV反馈调节示意图
Fig.1.3 Schematic representation of WUSCHEL- CLAVATA feedback network[27]
崔玉超等在低浓度的类放射性药物博来霉素 1/2MS 平板上播种
WUSpro:GFP:GUS，CLV3pro:GFP:GUS 转基因植株，4 天后 GUS染色发现，与对
照组对比WUSpro:GFP:GUS 的 GUS 染色增强，WUS mRNA 和 GFP:GUS mRNA
表达水平提高，而 CLV3pro:GFP:GUS 植株的 GUS 染色减弱，GFP:GUS mRNA 和
CLV3 mRNA 表 达 水 平 显 著 调 高 。 同 样 条 件 处 理 WUSpro:WUS:GFP;
CLV3pro:mCherry:NLS 植株，GFP 信号增强，mCherry 信号减弱，当博来霉素浓
度较高时，这两种信号都逐渐减弱。经博来霉素处理，CLV3 的翻译受到胁迫，
从而减弱对 WUS 的抑制，导致WUS mRNA 的表达增强；依赖于 IRES的 WUS
mRNA 的翻译不受胁迫影响,茎尖分生组织的WUS 蛋白增多，进而促进 CLV3的
转录。通过胁迫条件下的这一机制来维持植物在胁迫条件下的正常生长[28]。
1.3.2 STM信号通路
在茎尖分生组织维持中，除 WUS-CLV3反馈调节外，还存在另一调控通路，
SHOOTMERISTEMLESS(STM)基因是这一信号通路的主要成员。STM基因编码一
个同源异型结构域蛋白，属于 KNOTTED 基因家族，STM 蛋白作为转录因子从
球形胚时期开始表达，之后在茎尖分生组织表达，在花分生组织也会表达，对胚
胎期茎尖分生组织的建立起着重要作用[7, 29, 30]。STM的缺失性突变体 stm1 植株，
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胚胎期茎尖分生组织缺失，出现膨大的下胚轴，有时也会在膨大区域长出叶片[7,
31]。 stm1 和 stm2 突变体会出现融合的子叶和叶柄，不能启动器官发生，但会有
部分植株在子叶叶柄融合处启动器官发生。stm1 植株不能形成花分生组织，stm2
突变体植株可以产生花分生组织，但不能形成完整的花器官。stm 突变体的表型
说明 STM基因具有抑制胚胎期尖端细胞分化的功能和促进分生组织内细胞分裂
的功能[18]。STM和 WUS 对分生组织的维持有着不同的分工。WUS 在茎尖分生组
织中心表达，对组织中心细胞有着重要的影响；STM 在茎尖分生组织的圆顶部
位表达，在器官原基形成初始，会出现表达下调[29]。异位表达 STM，并不能使
此位置得到干细胞特性，也就是不能启动干细胞标志基因 CLV3的表达；而异位
表达WUS，则可以起始 CLV3的表达，使此部位具有干细胞的特性，但在胚胎以
外的组织 STM和WUS 则一起启动干细胞标志基因 CLV3 的表达[15, 18]。SAM 中，
STM 和 WUS 基因的功能是相互独立的，WUS 是干细胞决定基因，STM 保证子
代细胞分化成器官原基前的细胞分裂。STM不能补偿 WUS 缺失的功能，而WUS
则可以补偿部分 STM功能的缺失[2, 15]，STM和 WUS 都可在茎尖分生组织中通
过胞间连丝移动[32]。
STM 主要集中在茎尖分生组织的中心区表达，在器官原基处的表达量则会
降低[33]。AS1和 AS2作为器官形成基因，与 KNOX 家族蛋白和 STM存在着调控
关系。KNOX 和 STM会抑制 AS1和 AS2在茎尖分生组织中心区表达，AS1和 AS2
则会抑制 KNOX 和 STM在器官原基的表达[33-37]。STM就是通过抑制器官形成基
因 AS1和 AS2在 SAM中心区的表达来抑制细胞分化，从而调控茎尖分生组织的
[38]。另外，STM 可激活茎尖分生组织中细胞分裂素合成酶基因 ISOPENTENYL
TRANSFERASE 7 (IPT7)的表达。过表达 STM，可导致细胞分裂素含量增高，形
成异位分生组织；施加外源的细胞分裂素可部分恢复 stm突变体的表型[39, 40]。STM
还可以激活赤霉素分解代谢基因 GA 20-oxidase，该基因的表达使得茎尖分生组
织中的赤霉素失活[40]。细胞分裂素可激活细胞周期蛋白 D 的表达，促进细胞分
裂[41]，赤霉素有利于器官增长和植物形态发生。通过对这两种激素的调控，使得
茎尖分生组织处于高细胞分裂素和低赤霉素的环境，而这种激素环境有利于维持
茎尖分生组织[42]。
2 DnaJ蛋白
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分子伴侣和它的辅助蛋白 DnaJ 一起帮助不同种类蛋白的折叠，之前认为它们在
胁迫条件下，能够抑制蛋白降解和帮助错误折叠蛋白的再折叠，事实上，他们在
正常的生理条件下也会起到重要的作用，主要包括以下几方面的作用：（1）帮
助新合成蛋白的折叠，（2）介导蛋白的转运过程，（3）参与蛋白的装配，（4）
促进不稳定蛋白的降解，（5）参与蛋白的翻译过程[43, 44]。Hsp70 是细胞内分子
伴侣系统中重要的组成部分，DnaJ 主要作为其辅助蛋白[44]。DnaJ首次在大肠杆
菌中分离的，大小为 41KDa，是一种热休克蛋白，与真核生物 Hsp40 蛋白家族
具有功能和序列的同源性[45-47]。在酵母、植物、动物和人类中，都发现有此类同
源物。它们的主要特征是都含有高度保守的 J结构域，J 结构域的 N 端有 70 个
保守的氨基酸序列，含有 4 个α螺旋结构[48, 49]。恒定的 HPD 三肽结构对于 J结构
域的生物学功能是非常重要的，它在第二个和第三个螺旋之间[50]。除 J结构域外，
还包括，G/F结构域、锌指结构域和 C端保守性较低的一段序列[51]。G/F结构域
是富含甘氨酸和苯丙氨酸的一段序列，该蛋白能够特异地与 DnaJ、DnaK 以及底
物多肽相互作用[52, 53]。锌指结构能够介导与 DnaJ、DnaK 以及目标多肽的相互作
用[54, 55]。DnaJ 蛋白可以分为三个亚型，I 型包含上述三种保守结构域，II型含有
J结构域和 G/F结构域，III型只包含 J结构域，如图 1.4[56-58]。有些 DnaJ 家族中
的成员还含有其他的结构域，这将赋予 DnaJ 蛋白功能的多样性[59, 60]。例如，哺
乳动物 DnaJ 蛋白 ERdj5/JPD1，因为同时含类似异构酶结构域和 J 结构域，使得
该蛋白能够促进内质网蛋白二硫键的形成[61, 62]。之后发现的，C端是 J结构域的
DnaJ蛋白，它对于二聚化和分子伴侣的活动具有重要作用[63, 64]。
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